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1975 年の 2,100 名から 2005 年で 6,900 名と 30 年間で約 3 倍に増加し，今後も罹患数は
増え続けると予想されている．また死亡率についても大きな改善は見られず，近年の絶え間




cytokeratin 19 fragment (CYFRA), 扁平上皮癌関連抗原 (SCC: squamous cell carucinoma-






























0.2.1.  8-OHdG について 
 DNA はデオキシリボース（五炭糖）とリン酸，塩基から構成されるが，このうち塩基は
プリン塩基であるアデニン(A)とグアニン(G)，ピリミジン塩基であるシトシン(C)とチミン
(T)の四種類が存在し，特に DNA 塩基と呼ばれる．(33) DNA 塩基は放射線やフリーラジ
カルとの反応で変化しやすいことが知られており，変化した塩基は DNA 修飾塩基と呼ばれ
る．その中で比較的よく研究され，DNA 酸化的損傷マーカーとして知られているのが 8-
OHdG である．8-OHdG は DNA 塩基であるグアニン(G)のプリン環の 8 位が酸化された
物質で，1984 年に国立がんセンターの葛西らによって発見された．(34) その後，DNA に
対する放射線照射で産生されることや (35)，実際の細胞内でも産生されていることが相次
いで報告された．(36) 酸素をエネルギー源として利用する生物の DNA 上に多く発生して
いるとされ，その原因は放射線のほかに化学物質，重金属，食物，そして微生物などの外来
性因子である．その後，8-OHdG は高確率でアデニンと結合しうること，8-OHdG が含ま
















一方だけが切断される 1 本鎖切断と両方が切断される 2 本鎖切断がある．放射線 1Gy あた
りの生成数は，塩基脱離と塩基修飾が合わせて数千個，1 本鎖切断が 約千個，2 本鎖切断が





に 2 本鎖切断損傷の修復過程において重要な因子となるのがヒストン H2AX タンパク質で
ある．H2AX はコアヒストンの一つである H2A のバリアントとして知られているが，DNA2
本鎖切断が発生すると傷周辺の H2AX は ATM と呼ばれるタンパク質リン酸化酵素に感知
され，直ちにリン酸化を受けることが判明している．(47, 48) このリン酸化された H2AX
はγH2AX と呼ばれる．鎖切断の修復経路は非相同末端結合と相同組み換え修復の 2 経路
存在するが，いずれの系においても DNA 損傷修復タンパク質はγH2AX と相互作用する
ことで鎖切断部位に結合し，DNA 損傷修復を開始することができる．(49-51) 





















0.3.1. p62 タンパク質について 
オートファジーに関連するタンパク質の一種として，p62 が挙げられる．p62 はもとも
と，Shin らによりヒトのリンパ球においてチロシンキナーゼ p56lck の SH2 ドメインに結
合するタンパク質として 1996 年に報告された．(60, 61) ほぼ同時期に Ishii らによってマ
ウスのマクロファージから酸化ストレス誘導タンパク質として A170 が，Plus らによって
ラット脳から PKCς結合タンパク質として ZIP が，それぞれ p62 のホモログとして報告さ
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―プロテアソーム系と同様，異常タンパク質を分解する機能を持つ．(65, 66) (図３) この
選択的オートファジーが進行する際に p62 も分解されるが，何らかの原因でオートファジ
ーが停滞すると，p62 は分解されず，異常タンパク質に結合する形で細胞内封入体を形成し
て蓄積する． (67) (図４) このように p62 が蓄積しているか，発現が上昇している状態は
免疫組織染色で同定可能である． 
さらに p62 はこれまでの研究で，酸化ストレス応答システムとして知られる Nrf2 – Keap1
経路に関与し，Keap1 タンパク質に結合することが判明している．(68) 特に p62 が細胞内
に過剰に蓄積した場合，p62 によって Keap1 と Nrf2 の結合が競合的に阻害され，Nrf2 が
安定化する結果，抗酸化たんぱく質が誘導されることが判明している．(69-72) この効果に
よりがん細胞は治療抵抗性を獲得している可能性があり，各種がん細胞における p62 の発





0.3.2. LC3 タンパク質について 
  LC3(light chain 3)タンパク質はもともとラットの脳から発見された微小管関連タンパ
ク質(Microtubule Associated Protein 1 A ,B : MAP1A, MAP1B)の軽鎖サブユニットとして
発見されたタンパク質である．(78-80) その後酵母においてオートファジーに関連する研究
が進み，数多くの酵母におけるオートファジー関連遺伝子が同定されたが，そのうちの一つ




82) LC3 は proLC3 として合成されたのち，Atg4B システインプロテアーゼによってただち
に C 末端が切断され LC3-Ⅰ型となる．(82, 83) Ⅰ型はおもに細胞質に存在するが，その後
E3 酵素としての役割を果たす Atg12-Atg5-Atg16 複合体により C 末端にフォスファチジル
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伴いそのまま分解され，外膜に存在するものは再び Atg4B によって C 末端の切断を受け
LC3-Ⅰに戻り，再利用される．(87) このため LC3 タンパク質はオートファジーによって
特異的に分解される器質とみなすことができる． 
なお上述の p62 タンパク質には，LC3 interacting region (LIR)と呼ばれる LC3 と直接相
互作用する領域が存在する．(66, 67, 88) LIR のアミノ酸置換を起こし，LC3 との相互作用
が不可能となるような p62 変異体を発現させた細胞は，オートファジーが正常であるにも
かかわらず p62 の分解は滞る．(67)よって，LC3 は LIR 領域を介して p62 とともに選択的
オートファジーの進行に寄与していると考えられる．この LC3 の存在は免疫組織染色で同
定可能である．p62 同様，口腔がん細胞における LC3 の発現と，口腔がんの発生や予後な
どとの関連に関する報告が散見される．(89-91) 一方で口腔がん周囲の正常組織における
LC3 タンパク質の発現に関しては，渉猟し得た限り報告例はない． 
なお，本来 LC3 タンパク質には A から C の 3 種のサブタイプが存在する．いずれのタイ
プもオートファジーに関連していると言われているが，まだその働きはよく分かっていな
い．一方で，正常組織では LC3A および B のいずれかまたは両方がしばしば強く発現する
が，LC3C の発現レベルは非常に低い．(92) このため今回我々は LC3A と LC3B の 2 種類
を検討した． 
 
0.4. p53 について 
p53 遺伝子は染色体 17p13 に存在する腫瘍抑制遺伝子であり，DNA 損傷や老化，がん遺
伝子の活性化，低酸素などのストレスが細胞に加わることで活性化し，様々な機能を持つ
p53 標的遺伝子を転写誘導する働きを持つ．(93-96) 特に細胞周期やアポトーシスを制御し, 
DNA 修復などのゲノム安定性維持に重要な役割を果たしており，その変異は多くのヒトの
がんの発生に関わっているとされる．(97-100) 変異のない p53 遺伝子から翻訳された野生
型 p53 タンパク質は半減期が 30 分程度と短く，細胞内で速やかに分解されるが(101)，変
異型 p53 蛋白は分解時間が 4～8 時間と著しく遅延し，細胞内に蓄積することが分かって
いる．(102) このため変異型 p53 タンパク質の存在は免疫組織染色によってタンパク過剰
発現として同定することが可能で，逆に変異型 p53 タンパク質の存在から p53 遺伝子異常




















































































































































第 1 章 





可能性が指摘されているが，そのアダプタータンパク質である p62, LC3A および LC3B の
発現は，胃がん，肝臓がん，子宮頸がん等において高頻度で確認されている．(112-114) 口





ク質である p62, LC3A および LC3B の発現を調べ，腫瘍切除後の再発や遠隔転移との関連
を探索することで，新たな口腔がん診断マーカーとなり得るタンパク質の検索を行うこと
を目的とした． 
また p62 の免疫染色に使用した抗体は抗 p62/SQSTM1 抗体という名称であるが，
SQSTM1 とは sequestosome 1 の略であり，sequestosome に含まれる 1 番目のタンパク質
の意である．sequestosome はユビキチン化されたタンパク質を細胞内に隔離する構造体と
して shin らによって定義されたものであり，ヒトにおいて p62 は sequestosome 1 を示すこ
とからこれらは同義である．(60) (64) 併記される場合もあるが，オートファジーに対する
p62 の関与が報告されて以来，p62 のみの表記が多く使用される．本稿では p62 に統一す
る． 
 
 1.2.  材料および方法 
 1.2.1.  試料 
本研究では筑波大学附属病院歯科口腔外科にて全身麻酔下，外科的切除を受けた 71 名
の口腔がん患者のホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロック標本を試料として用いた．
手術は 1997 年から 2009 年の間に実施された．TNM 分類および Stage 分類は，American 









 1.2.2.  試薬 
試薬に関しては，以下の企業より購入した．特に記載のない試薬に関しては和光純薬工業




・Blocking one histo (免疫化学研究用タンパクブロッキング剤) 
・Histo VT One (免疫化学研究用抗原賦活液，トリス EDTA 緩衝液) 










・Anti-SQSTM1 / p62 antibody (ab56416) 
・Anti-MAP1LC3A antibody [EP1983Y] (ab52768) 
・Anti-LC3B antibody (ab48394) 
 
Agilent（Santa Clara, CA） 
・Dako Wash Buffer 10× 
・Dako pen 
・IHC Microscope Slides, FLEX 
 
Cell Signaling Technology（Danvers, MA） 
・SignalStain® DAB Substrate Kit  
 
Vector Laboratories（Burlingame, CA） 















①  スライドをキシレンに 12 時間浸漬，次いでエタノールに 99.5％→70％→50％の順に
浸漬し，脱パラフィンおよび水和処理を行った． 
②  スライドを pH 6.0 に調整した 10 mmol / L クエン酸ナトリウム緩衝液もしくはトリス





体の希釈には Signal Enhancer HIKARI for Immunostain (発色増強剤)を使用した．湿潤
条件下に保ち，室温(20℃)で６～12 時間処理した． 
⑤ 再び十分に洗浄後，切片を二次抗体で 30 分間処理した．こちらも希釈には Signal 
Enhancer HIKARI for Immunostain を使用した． 
⑥ 発色を増強させる目的でアビジン−ビオチン標識酵素複合体処理 (ABC 法)を 30 分間
行った．  
⑦ 3,3'-ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド（DAB）を用いて 15～40 秒間処理し





1.3.  分析 
標本の観察は，腫瘍から少なくとも 10 mm 離れた正常粘膜上皮部分とした．電気メスの
焼灼等により観察に向かない部位を除外した．観察の結果，いくつかの標本には軽度の異形
細胞が含まれていた． 






性細胞占有率の 25th - 75th percentile をもとに，p62，LC3A，LC3B についてはいずれも








Kaplan-Meier 法を用いて図表とし，両群間の差の検定には log-rank 検定，さらに詳細な検
討のために，単変量および多変量 Cox 比例ハザード分析を行い，ハザード比 (hazard ratios: 
HR)と 95％信頼区間 (95% confidence intervals: CI)を求めた． 
 すべての p 値は両側検定であり，0.05 未満が統計的に有意であるとみなした．統計分析
は JMP for Mac ver.13 (SAS Institute，Cary，NC) を用いて行った． 
 
1.5.  結果 
1.5.1.  p62 タンパク質の発現 
    1.5.1.1．各種臨床指標との関連 
    免疫染色の結果，p62 陽性例は 31 例，陰性例は 40 例であった．免疫染色の各種条件
検討結果については表１に，結果の代表例を図５に，各種臨床指標との関連を表２に示す．
p62 の発現はχ2 検定の結果，局所再発との間に有意差を認めた( P = 0.045 )が，そのほ
かの臨床指標との間に有意差は認められなかった．また無再発生存期間については
Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成した．両群の差については log-rank 検定で P = 
0.019 と有意差を認めた．(図６) また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.022, HR ; 
2.91, 95% CI ; 1.17 – 7.80，さらに多変量 Cox 比例ハザード分析においても P = 0.007, 
HR ; 3.76, 95%CI ; 1.43 – 10.89 といずれの検討においても有意差を認めた．(表３)  
 
    1.5.1.2．腫瘍関連死との関連 
    腫瘍関連死との関連については，χ2 検定の結果，有意差は認められなかった．( P = 
0.064 ) また無再発生存期間と同様，Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成した (図
６)． 両群の差は log-rank 検定で P = 0.069, 単変量Cox 比例ハザード分析では P = 0.072, 
HR ; 2.31, 95% CI ; 0.93 – 6.21，多変量 Cox 比例ハザード分析においても P = 0.135, HR ; 
2.08, 95%CI ; 0.80 – 5.83 といずれも有意差を認めなかった．(表４) 
   
1.5.2.  LC3A,3B タンパク質の発現 
   1.5.2.1．各種臨床指標との関連 
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  免疫染色の結果，LC3A 陽性例は 47 例，陰性例は 24 例，LC3B 陽性例は 49 例，陰性
例は 22 例であった．免疫染色の各種条件検討結果については表５および６に，免疫染色
結果の代表例を図３に，各種臨床指標との関連を表１に示す．χ2 検定の結果，LC3A( P 
= 0.008 )，LC3B( P = 0.016 )のいずれも局所再発との間に有意差を認めた．そのほかの
臨床指標との間には，後述の腫瘍関連死以外に有意差は認められなかった．また無再発生
存期間については p62 同様に Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成した．両群の差に
ついては log-rank 検定の結果，LC3A( P = 0.013 )，LC3B( P = 0.022 ) のいずれも有意
差を認めた．(図６) また単変量 Cox 比例ハザード分析では LC3A は P = 0.007, HR ; 5.21, 
95% CI ; 1.49 – 32.9，LC3B は P = 0.009, HR ; 2.16, 95% CI ; 1.20 – 4.04，さらに多変量
Cox 比例ハザード分析においても LC3A は P = 0.002, HR ; 6.54, 95% CI ; 1.82 – 41.7，




  腫瘍関連死との関連については，χ2 検定の結果，LC3A( P = 0.002 )，LC3B( P = 0.004 )
のいずれも局所再発との間に有意差を認めた． また無再発生存期間と同様，Kaplan-
Meier 法を用いて生存曲線を作成した． 両群の差については log-rank 検定の結果，
LC3A( P = 0.004 )，LC3B( P = 0.007 ) のいずれも有意差を認めた．(図６) また単変量
Cox 比例ハザード分析では LC3A は P = 0.001, HR ; 10.86, 95% CI ; 2.24 – 94.9，LC3B
は P = 0.042, HR ; 1.78, 95% CI ; 1.10 – 3.17，さらに多変量 Cox 比例ハザード分析にお
いても LC3A は P = 0.001, HR ; 10.33, 95% CI ; 2.10 – 86.9，LC3B は P = 0.015, HR ; 
2.07, 95% CI ; 1.15 – 3.80 とすべての場合において有意差を認めた．(表４) 
 
1.6. 考察 





p62 は LC3 ファミリーの N 末端に存在するαヘリックスからなる 3 次元構造である LC3 





ることに対して，p62 遺伝子は Ishii らの報告にあるように酸化ストレスによって誘導され
20 
 
る特性があり，(124) p62 タンパク質は酸化ストレス応答システムである Nrf2 – Keap1 系
と関連するなど，オートファジー以外にも機能を持つ多機能のアダプタータンパク質であ
る．(65, 66, 92, 125) 特に Nrf2 が活性化する条件では p62 遺伝子が正の制御を受け，発現
上昇を来すこともある．(126) この他にも，核外輸送因子 CRM-1 とも相互作用があるとさ
れており，CRM-1 濃度によって p62 遺伝子の発現も調節される可能性がある．(127-131) 
そのため p62 タンパク質の発現レベルの解釈には注意が必要であり，細胞内における p62
の蓄積をもってオートファジーの活性低下や停滞と結論付けてしまうことは，真の現象を
見誤る可能性がある． 
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A：LC3A 陽性例 D：LC3A 陰性例 
B：LC3B 陽性例 E：LC3B 陰性例 












































1 / 50 EDTA 12h 10秒 60秒 過染色 過染色
1 / 100 EDTA 12h 10秒 30秒 過染色 過染色
1 / 100 クエン酸 12h 10秒 30秒 強い 過染色
1 / 150 EDTA 12h 15秒 30秒 強い 過染色
1 / 150 クエン酸 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 200 EDTA 12h 15秒 30秒 良好 弱い
1 / 200 クエン酸 12h 15秒 30秒 良好 弱い
1 / 400 EDTA 12h 40秒 30秒 弱い 弱い
1 / 200 EDTA 12h 20秒 20秒 弱い 良好
1 / 200 クエン酸 12h 20秒 20秒 良好 弱い
1 / 200 EDTA 12h 15秒 15秒 良好 良好
1 / 200 EDTA 18h 15秒 15秒 やや強い 良好
＊抗体濃度1 / 200, EDTA buffer, DAB・ヘマトキシリンとも15秒処理の条件を採用
表１　p62免疫染色の条件検討結果
















cases positive(%) negative(%) P -value positive(%) negative(%) P -value positive(%) negative(%) P -value
Age
a
   ≦65 years 38 25(66) 13(34) 25(66) 13(34) 14(37) 24(63)
   ＞65 years 33 22(67) 11(33) 24(73)   9(27) 17(52) 16(48)
Sex
   Male 40 25(63) 15(37) 27(68) 13(32) 18(45) 22(55)
   Female 31 22(71)   9(29) 22(71)   9(29) 13(42) 18(58)
T stage
   T1/T2 45 29(64) 16(36) 29(64) 16(36) 23(51) 22(49)
   T3/T4 26 18(69)   8(31) 20(77)   6(23)   8(31) 18(69)
N stage
   N0 55 35(64) 20(36) 36(65) 19(35) 23(42) 32(58)
   N1/2/3 16 12(75)   4(25) 13(81)   3(19)   8(50)   8(50)
Stage
   Ⅰ/Ⅱ 37 22(59) 15(41) 22(59) 15(41) 18(49) 19(52)
   Ⅲ/Ⅳ 34 25(74)   9(26) 27(79)   7(21) 13(38) 21(62)
Histologic grade
   G1 45 27(60) 18(40) 31(69) 14(31) 19(42) 26(58)
   G2/G3 26 20(77)   6(23) 18(69)   8(31) 12(46) 14(54)
Location
   Tongue 32 21(66) 11(34) 23(72)   9(28) 13(41) 19(59)
   Gingiva 25 16(64)   9(36) 16(64)   9(36) 11(44) 14(56)
   Others
b
14 10(71)   4(29) 10(71)   4(29) 7(50) 7(50)
   Yes 46 30(65) 16(35) 30(65) 16(35) 21(46) 25(54)
   No 25 17(64)   8(36) 19(76)   6(34) 10(40) 15(60)
Alcohol
   Yes 28 20(71)   8(29) 21(75)   7(25) 11(39) 17(61)
   No 43 27(63) 16(27) 28(65) 15(35) 20(47) 23(53)
Smoking
   Yes 29 20(69)   9(31) 22(76)   7(24) 13(45) 16(55)
   No 42 27(64) 15(36) 27(64) 15(36) 18(43) 24(57)
Tumor reccurence
   Yes 19 17(89)   2(11) 17(89)   2(11) 12(63)   7(37)
   No 52 30(58) 22(42) 32(62) 20(38) 19(36) 33(64)
Prognosis
   Alive 52 29(56) 23(44) 31(60) 21(40) 19(37) 33(63)
   Dead 
c





NOTE: Values are shown as n (%), where n is number of patients.
 
a
 Mean ± s.d. : 65.8 ± 13.3
 
b
 Oral floor, Buccal mucosa and Lip
 
c




















Relationship between LC3A, LC3B and p62 expression and clinicopathologic variables in surgical margin of OSCCs.

























Table 3 Univariate and multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic variables for recurrence-free survival rate
VS LC3A expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
LC3A expression Positive vs Negative 5.21 1.49 - 32.9 0.007
*
6.54 1.82 - 41.7 0.002
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21 0.47 - 3.09 0.676 1.13 0.27 - 2.64 0.826
Preoperative treatment No vs Yes 1.52 0.69 - 3.77 0.370 2.20 0.69 - 6.93 0.174
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.65 0.63 - 5.09 0.231 3.27 1.12 - 11.0 0.029
*
Alcohol Yes vs No 1.34 0.67 - 5.39 0.529 1.91 0.67 - 5.39 0.220
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.01 0.38 - 2.84 0.968
VS LC3B expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
LC3B expression Positive vs Negative 2.16 1.20 - 4.04 0.009
*
2.44 1.33 - 4.69 0.004
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21 0.47 - 3.09 0.676 1.87 0.93 - 3.69 0.081
Preoperative treatment No vs Yes 1.52 0.69 - 3.77 0.370 1.96 0.93 - 4.33 0.082
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.65 0.63 - 5.09 0.231 1.55 0.81 - 2.92 0.177
Alcohol Yes vs No 1.34 0.67 - 5.39 0.529 1.15 0.41 - 1.80 0.707
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.53 0.44 - 1.66 0.669
VS p62 expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
p62 expression Positive vs Negative 2.91 1.17 - 7.86 0.022
*
3.76 1.43 - 10.9 0.007
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21  0.47 - 3.01 0.676 1.08 0.33 - 3.19 0.893
Preoperative treatment No vs Yes 1.51 0.59 - 3.77 0.370 2.58 0.80 - 8.12 0.111
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.64 0.63 - 5.01 0.321 3.18 0.98 - 12.7 0.052
Alcohol Yes vs No 1.33 0.53 - 3.32 0.529 2.08 0.69 - 6.30 0.190
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.21 0.43 - 3.52 0.712
























Table 4 Univariate and multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic variables for disease-specific survival rate
VS LC3A expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
LC3A expression Positive vs Negative 10.86 2.24 - 94.9 0.001
*
10.33 2.10 - 86.9 0.001
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.123 1.21 0.38 - 4.17 0.7437
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.012
*
4.52 1.44 - 16.0  0.009
*
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.032
*
1.37 0.51 - 3.80 0.529
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.076 2.64 0.90 - 8.39 0.075
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.594 1.40 0.27 - 1.88 0.494
VS LC3B expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
LC3B expression Positive vs Negative 1.78 1.10 - 3.17 0.042
*
2.07 1.15 - 3.80 0.015
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.123 2.73 1.34 - 5.34 0.006*
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.012
*
3.91 1.83 - 8.87   ＜0.001*
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.032
*
1.13 0.59 - 2.28 0.629
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.076 1.24 0.38 - 1.67 0.551
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.594 1.18 0.60 - 2.27 0.622
VS p62 expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
p62 expression Positive vs Negative 2.31 0.93 - 6.21 0.072 2.08 0.80 - 5.83 0.135
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.123 1.21 0.36 - 4.58 0.764
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.012
*
3.98 1.21 - 14.9 0.013
*
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.032
*
1.51 0.52 - 4.36 0.439
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.076 2.28 0.76 - 7.32 0.144
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.594 1.12 0.42 - 2.99 0.801



























1 / 50 EDTA 12h 10秒 60秒 強い 強い
1 / 100 EDTA 12h 10秒 30秒 弱い 良好
1 / 100 クエン酸 12h 10秒 30秒 弱い 良好
1 / 150 EDTA 12h 15秒 30秒 弱い 弱い
1 / 150 クエン酸 12h 15秒 30秒 弱い 弱い
1 / 200 EDTA 12h 30秒 20秒 弱い 弱い
1 / 200 クエン酸 12h 30秒 20秒 弱い 弱い
1 / 400 EDTA 12h 40秒 20秒 弱い 弱い
1 / 100 EDTA 12h 30秒 30秒 弱い 良好
1 / 100 クエン酸 12h 30秒 30秒 良好 良好
1 / 100 EDTA 12h 20秒 30秒 弱い 良好
1 / 100 クエン酸 12h 20秒 30秒 弱い 良好
1 / 100 EDTA 12h 45秒 30秒 良好 良好
1 / 100 EDTA 12h 45秒 30秒 弱い 良好
1 / 100 EDTA 18h 20秒 30秒 弱い 良好
＊ともに良好な2条件を比較し，抗体濃度1 / 200, EDTA buffer, DAB45秒，ヘマトキシリン15秒処理の条件を採用
表５　LC3A免疫染色の条件検討結果

























1 / 50 EDTA 12h ５秒 60秒 過染色 過染色
1 / 100 EDTA 12h 10秒 60秒 過染色 過染色
1 / 100 クエン酸 12h 10秒 60秒 過染色 強い
1 / 150 EDTA 12h 10秒 40秒 強い 強い
1 / 150 クエン酸 12h 10秒 40秒 強い 強い
1 / 200 EDTA 12h 10秒 20秒 強い 良好
1 / 200 クエン酸 12h 10秒 20秒 強い 良好
1 / 400 EDTA 12h 20秒 20秒 弱い 弱い
1 / 200 EDTA 12h 5秒 30秒 弱い 弱い
1 / 200 クエン酸 12h 5秒 30秒 弱い 弱い
1 / 300 EDTA 12h 10秒 30秒 弱い 弱い
1 / 300 クエン酸 12h 10秒 30秒 弱い 弱い
1 / 200 EDTA 12h 10秒 20秒 強い 良好
1 / 200 クエン酸 12h 10秒 20秒 強い 弱い
1 / 200 EDTA 6h 10秒 10秒 良好 弱い
1 / 200 クエン酸 6h 10秒 10秒 良好 弱い
1 / 200 EDTA 9h 10秒 20秒 良好 良好
1 / 200 クエン酸 9h 10秒 20秒 良好 良好
1 / 200 EDTA 9h 10秒 30秒 良好 弱い
＊いくつかの条件から抗体濃度1 / 200,1次抗体作用9時間，EDTA buffer, DAB10秒，ヘマトキシリン20秒処理の条件を採用
表６　LC3B免疫染色の条件検討結果
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くのがんと関連があるとされる. (138, 139) p53 と口腔がんとの関連も複数指摘されており，
前癌病変や腫瘍周囲の異形粘膜上皮における発現の検討もなされている．(106, 140, 141) 
 我々は第 1 章同様，腫瘍切除断端部分の正常粘膜に対して免疫染色を行い，酸化的 DNA




2.2.  材料および方法 
 2.2.1  試料 
本研究では筑波大学附属病院歯科口腔外科にて全身麻酔下，外科的切除を受けた 71 名の
口腔がん患者のホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロック標本を試料として用いた．手
術は 1997 年から 2009 年の間に実施された．TNM 分類および Stage 分類は，American Joint 







 2.2.2.  試薬 
試薬に関しては，以下の企業より購入した．特に記載のない試薬に関しては和光純薬工業




・Blocking one histo (免疫化学研究用タンパクブロッキング剤) 
・Histo VT One (免疫化学研究用抗原賦活液，トリス EDTA 緩衝液) 















・Anti-p53 antibody [PAb1801] (ab28) 
・Anti-gamma H2A.X (phospho S139) antibody (ab2893) 
 
Agilent（Santa Clara, CA） 
・Dako Wash Buffer 10× 
・Dako pen 
・IHC Microscope Slides, FLEX 
 
Cell Signaling Technology（Danvers, MA） 
・SignalStain® DAB Substrate Kit  
 
Vector Laboratories（Burlingame, CA） 
・Vectastain Universal Elite ABC Kit 
 
2.2.3. 免疫染色 












① スライドをキシレンに 12 時間浸漬，次いでエタノールに 99.5％→70％→50％の順に浸
漬し，脱パラフィンおよび水和処理を行った． 
② スライドを pH 6.0 に調整した 10 mmol / L クエン酸ナトリウム緩衝液もしくはトリス






体の希釈には Signal Enhancer HIKARI for Immunostain (発色増強剤)を使用した．湿潤
条件下に保ち，室温(20℃)で６～12 時間処理した． 
⑤ 再び十分に洗浄後，切片を二次抗体で 30 分間処理した．こちらも希釈には Signal 
Enhancer HIKARI for Immunostain を使用した． 
⑥ 発色を増強させる目的でアビジン−ビオチン標識酵素複合体処理 (ABC 法)を 30 分間
行った．  
⑦ 3,3'-ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド（DAB）を用いて 15～40 秒間処理し





2.3.  分析 
 標本の観察は，腫瘍から少なくとも 10 mm 離れた正常粘膜上皮部分とした．電気メス
の焼灼等により観察に向かない部位を除外した．観察の結果，いくつかの標本には軽度の異
形細胞が含まれていた． 




性細胞占有率の 25th - 75th percentile をもとに， p53 については陽性細胞占有率 1％以上，
γH2AX については 3%以上，8-OHdG については 10％以上と設定した．(77) (119-123) 










Kaplan-Meier 法を用いて図表とし，両群間の差の検定には log-rank 検定，さらに詳細な検
討のために，単変量および多変量 Cox 比例ハザード分析を行い，ハザード比 (hazard ratios: 
HR)と 95％信頼区間 (95% confidence intervals: CI)を求めた． 
 すべての p 値は両側検定であり，0.05 未満が統計的に有意であるとみなした．統計分析
は JMP for Mac ver.13 (SAS Institute，Cary，NC) を用いて行った． 
 
2.5．結果 
 2.5.1．8-OHdG の発現 
  2.5.1.1．各種臨床指標との関連 




Meier法を用いて生存曲線を作成したが，両群を比較したところ log-rank検定でP = 0.112
と有意差を認めなかった．(図８) また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.103, HR ; 
2.24, 95% CI ; 0.86 – 6.94，多変量 Cox 比例ハザード分析においても P = 0.083, HR ; 2.39, 
95%CI ; 0.91 – 7.50 といずれの検討においても有意差を認めなかった．(表９) 
 
2.5.1.2．腫瘍関連死との関連 
腫瘍関連死との関連については，χ2 検定の結果，P = 0.049 と有意差を認めた．しか
しながら Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成し， 両群の差について log-rank 検定
を行った結果，P = 0.091 と有意差は認められなかった．(図８) また単変量 Cox 比例ハ
ザード分析では P = 0.079, HR ; 2.50, 95% CI ; 0.91 – 8.76，多変量 Cox 比例ハザード分




  2.5.2.1．各種臨床指標との関連 
   免疫染色の結果，γH2AX 陽性例は 28 例，陰性例は 43 例であった．免疫染色の各種
条件検討については表 11 に，免疫染色結果の代表例を図９に，各種臨床指標との関連
を表８に示す．γH2AX の発現はχ2 検定の結果，いずれの臨床指標との間にも有意差
は認められなかった．また無再発生存期間について log-rank 検定で P = 0.471，(図８) 
また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.476, HR ; 1.39, 95% CI ; 0.55 – 3.45，多変
33 
 




腫瘍関連死との関連についても，χ2 検定の結果，P = 0.172 と有意差を認めなかった． 
Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成し，log-rank 検定を行った結果 P = 0.136 と有
意差は認められなかった．(図８) また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.147, HR ; 
1.95, 95% CI ; 0.79 – 4.91，多変量 Cox 比例ハザード分析においても P = 0.344, HR ; 1.47, 
95% CI ; 0.53 – 4.03 と，すべての場合において有意差を認めなかった．(表 10) 
 
 2.5.3．p53 タンパク質の発現 
  2.5.3.1．各種臨床指標との関連 




rank 検定を行ったが P = 0.238，(図８) また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.255, 
HR ; 1.72, 95% CI ; 0.66 – 4.25，多変量 Cox 比例ハザード分析においては P = 0.186, HR ; 
1.91, 95%CI ; 0.72 – 4.87 といずれの検討においても有意差を認めなかった．(表９) 
 
2.5.3.2．腫瘍関連死との関連 
腫瘍関連死との関連についても，χ2 検定の結果，P = 0.297 と有意差を認めなかった． 
Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成し，log-rank 検定を行ったが P = 0.339 と有意
差は認められず，(図８) また単変量 Cox 比例ハザード分析では P = 0.353, HR ; 1.55, 
95% CI ; 0.60 – 3.83，多変量 Cox 比例ハザード分析においても P = 0.197, HR ; 1.89, 95% 
CI ; 0.71 – 4.72 と，すべての場合において有意差を認めなかった．(表 10) 
 
2.6．考察 
DNA 損傷マーカーである 8-OHdG およびγH2AX，腫瘍抑制効果を示す転写因子である
p53 タンパク質の発現は，無再発生存期間及び疾患特異的生存率の間に関連を認めず，また
各種臨床指標との関連も認められなかった． 
DNA 損傷マーカーである 8-OHdG およびγH2AX の発現は，今回の検討結果ではいか
なる項目とも関連を持たなかった．先述の通り，8-OHdG は DNA 塩基であるグアニン(G)
のプリン環の 8 位が酸化されて生成した物質で DNA 障害の中では比較的軽微な障害とさ
れる DNA 修飾のマーカーであるが，γH2AX はコアヒストンの一つである H2A のバリア
ントとして知られる H2AX がリン酸化されて発生する，DNA 損傷の中でも重大な障害であ
34 
 
る DNA2 本鎖切断のマーカーである．Asainthamby らの報告によれば放射線 1Gy あたりの
生成数は，塩基脱離と塩基修飾が合わせて数千個，1 本鎖切断が 約千個，2 本鎖切断が 20
～50 個程度とされる．(43) 71 症例の陽性細胞含有率は表１３に示される通りであるが，8-





に対し，複数の修復機構が存在する．具体的には DNA 塩基損傷，塩基脱落，1 本鎖切断に
対しては塩基除去修復機構と呼ばれる共通の機構が存在し，DNA グリコシラーゼによる損
傷部位の切断と AP エンドヌクレアーゼ，エキソヌクレアーゼによる除去，相補鎖の合成後





















(148, 149) 今回我々は過去に使用報告が多く，実際の p53 遺伝子変異と高く相関するとさ











































第 2 章図表 
図７ 
 
A：8-OHdG 陽性例 D：8-OHdG 陰性例 
B：γH2AX 陽性例 E：γH2AX 陰性例 














































1 / 50 EDTA 12h 10秒 60秒 過染色 過染色
1 / 100 EDTA 12h 10秒 30秒 強い 過染色
1 / 100 クエン酸 12h 10秒 30秒 強い 過染色
1 / 150 EDTA 12h 15秒 30秒 強い 過染色
1 / 150 クエン酸 12h 15秒 30秒 強い 過染色
1 / 200 EDTA 12h 30秒 30秒 良好 強い
1 / 200 クエン酸 12h 30秒 30秒 良好 強い
1 / 400 EDTA 12h 40秒 20秒 弱い 弱い
1 / 200 EDTA 12h 10秒 20秒 良好 良好
1 / 200 クエン酸 12h 10秒 20秒 良好 良好
1 / 200 EDTA 12h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 200 クエン酸 12h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 300 EDTA 12h 20秒 30秒 弱い 良好
＊良好な結果の2条件を比較し，抗体濃度1 / 200, クエン酸 buffer, DAB10秒，ヘマトキシリン20秒処理の条件を採用
表７　8-OHdG免疫染色の条件検討結果


















cases positive(%) negative(%) P -value positive(%) negative(%) P -value positive(%) negative(%) P -value
Age
a
   ≦65 years 38 22(58) 16(42) 15(39) 23(61) 11(29) 27(71)
   ＞65 years 33 18(55) 15(45) 13(39) 20(61) 12(36) 21(64)
Sex
   Male 40 25(63) 15(37) 15(37) 25(63) 17(43) 23(57)
   Female 31 15(48) 16(52) 13(42) 18(58)   6(19) 25(81)
T stage
   T1/T2 45 25(56) 22(44) 19(42) 26(38) 15(33) 30(67)
   T3/T4 26 15(58) 11(42)   9(35) 17(65)   8(31) 18(69)
N stage
   N0 55 30(55) 25(45) 22(40) 33(60) 20(36) 35(64)
   N1/2/3 16 10(63) 6(37)   6(37) 10(63)   3(19) 13(81)
Stage
   Ⅰ/Ⅱ 37 21(57) 16(43) 15(41) 22(59) 14(38) 23(62)
   Ⅲ/Ⅳ 34 19(56) 15(44) 13(38)  21(62)   9(26) 25(74)
Histologic grade
   G1 45 22(49) 23(51) 17(38) 28(62) 16(36) 29(64)
   G2/G3 26 18(69)   8(31) 11(42) 15(58)   7(27) 19(73)
Location
   Tongue 32 17(53) 15(47) 13(41)   19(59)   8(25) 24(75)
   Gingiva 25 14(56) 11(44)   9(36)   16(64) 11(44) 14(56)
   Others
b
14   9(64)   5(36)   6(43)   8(57)  4(29) 10(71)
   Yes 46 25(54) 21(46) 17(37) 29(63) 15(33) 31(67)
   No 25 15(60) 10(40) 11(44) 14(56)   8(32) 17(68)
Alcohol
   Yes 28 16(57)   12(43) 14(50) 14(50)   7(25) 21(75)
   No 43 24(56) 19(44) 14(33) 29(67) 16(37) 27(63)
Smoking
   Yes 29 19(66) 10(34) 11(38) 18(62)   8(28) 21(72)
   No 42 21(50) 21(50) 17(41) 25(59) 15(36) 27(64)
Tumor reccurence
   Yes 19 14(74)   5(36)   9(47) 10(53)   8(42) 11(58)
   No 52 26(50) 26(50) 19(37) 33(63) 15(29) 37(71)
Prognosis
   Alive 52 25(48) 27(52) 18(35) 34(65) 15(29) 37(71)
   Dead 
c
19 15(79)   4(21) 10(53)   9(47)   8(42) 11(58)
0.297
NOTE: Values are shown as n (%), where n is number of patients.
 
a
 Mean ± s.d. : 65.8 ± 13.3
 
b
 Oral floor, Buccal mucosa and Lip
 
c

















Relationship between 8-OHdG, γH2AX and p53 expression and clinicopathologic variables in surgical margin of OSCCs.



























Table 9 Univariate and multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic variables for recurrence-free survival rate
VS 8-OHdG expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
8-OHdG expression Positive vs Negative 2.24 0.86 - 6.94 0.103 2.39 0.91 - 7.50 0.083
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21 0.47 - 3.09 0.826 1.29 0.44 - 3.96 0.640
Preoperative treatment No vs Yes 1.52 0.69 - 3.77 0.370 1.97 0.62 - 6.00 0.243
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.65 0.63 - 5.09 0.231 2.04 0.71 - 6.69 0.189
Alcohol Yes vs No 1.34 0.67 - 5.39 0.529 1.66 0.63 - 4.42 0.300
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.47 0.53 - 4.22 0.453
VS γH2AX expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
γH2AX expression Positive vs Negative 1.39 0.55 - 3.45 0.476 1.34 0.52 - 3.43 0.533
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21 0.47 - 3.09 0.826 1.07 0.35 - 3.61 0.804
Preoperative treatment No vs Yes 1.52 0.69 - 3.77 0.370 2.02 0.61 - 8.71 0.249
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.65 0.63 - 5.09 0.231 2.41 0.83 - 8.16 0.108
Alcohol Yes vs No 1.34 0.67 - 5.39 0.529 1.73 0.59 - 4.87 0.403
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.04 0.39 - 2.89 0.937
VS p53 expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
p53 expression Positive vs Negative 1.72 0.66 - 4.25 0.255 1.91 0.72 - 4.87 0.186
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.21 0.47 - 3.09 0.826 1.07 0.35 - 3.55 0.899
Preoperative treatment No vs Yes 1.52 0.69 - 3.77 0.370 2.14 0.66 - 6.98 0.203
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.65 0.63 - 5.09 0.231 2.39 0.82 - 8.06 0.113
Alcohol Yes vs No 1.34 0.67 - 5.39 0.529 2.02 0.69 - 5.83 0.198
Smoking Yes vs No 1.11 0.43 - 2.74 0.826 1.07 0.39 - 2.96 0.900


























Table 10 Univariate and multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic variables for disease-specific survival rate
VS 8-OHdG expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
8-OHdG expression Positive vs Negative 2.50 0.91 - 8.76 0.079 2.11 0.74 - 7.53 0.171
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.123 1.57 0.48 - 5.72 0.476
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.012
*
4.60 1.36 - 17.4 0.014
*
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.032
*
1.54 0.54 - 4.32 0.419
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.076 2.67 0.92 - 8.43 0.070
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.594 1.26 0.49 - 3.31 0.627
VS γH2AX expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
γH2AX expression Positive vs Negative 1.95 0.79 - 4.91 0.147 1.47 0.53 - 4.03 0.344
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.123 1.24 0.36 - 4.98 0.737
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.012
*
4.23 1.24 - 16.85  0.020
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.032
*
1.61 0.60 - 4.48 0.341
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.076 2.43 0.81 - 7.83 0.113
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.594 1.06 0.40 - 2.97 0.891
VS p53 expression
Variable HR 95% CI P -value HR 95% CI P -value
p53 expression Positive vs Negative 1.55 0.60 - 3.83 0.353 1.89 0.71 - 4.72 0.197
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 2.04 0.82 - 5.12 0.353 1.37 0.41 - 5.00 0.619
Preoperative treatment No vs Yes 3.70 1.49 - 9.97 0.353 4.69 1.36 - 17.4 0.013
*
Histologic grade G2/G3 vs G1 2.70 1.09 - 6.98 0.353 1.73 0.64 - 4.96 0.282
Alcohol Yes vs No 2.26 0.92 - 5.85 0.353 2.76 0.94 - 8.81 0.065
Smoking Yes vs No 1.28 0.51 - 3.17 0.353 1.32 0.50 - 3.54 0.572
























1 / 50 EDTA 12h 10秒 30秒 過染色 過染色
1 / 100 EDTA 12h 15秒 30秒 過染色 過染色
1 / 100 クエン酸 12h 15秒 30秒 過染色 過染色
1 / 150 EDTA 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 150 クエン酸 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 200 EDTA 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 200 クエン酸 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 400 EDTA 12h 15秒 30秒 弱い 弱い
1 / 150 EDTA 12h 5秒 15秒 弱い 良好
1 / 150 クエン酸 12h 5秒 15秒 弱い 良好
1 / 200 EDTA 12h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 200 クエン酸 12h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 300 EDTA 12h 10秒 20秒 弱い 弱い
1 / 300 クエン酸 12h 10秒 20秒 弱い 弱い
1 / 150 EDTA 18h 5秒 20秒 やや強い 良好
1 / 150 クエン酸 18h 5秒 20秒 やや強い 良好
1 / 200 EDTA 18h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 200 クエン酸 18h 5秒 20秒 弱い 良好
1 / 150 EDTA 12h 8秒 20秒 良好 良好
1 / 150 クエン酸 12h 8秒 20秒 良好 良好
1 / 150 EDTA 12h 7秒 30秒 弱い 良好
＊抗体濃度1 / 150, EDTA buffer, DAB８秒，ヘマトキシリン20秒処理の条件を採用
表１１　γH2AX免疫染色の条件検討結果































1 / 50 EDTA 12h 10秒 60秒 過染色 過染色
1 / 100 EDTA 12h 10秒 30秒 強い 強い
1 / 100 クエン酸 12h 10秒 30秒 強い 強い
1 / 150 EDTA 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 150 クエン酸 12h 15秒 30秒 強い 強い
1 / 200 EDTA 12h 15秒 30秒 良好 良好
1 / 200 クエン酸 12h 15秒 30秒 弱い 良好
1 / 400 EDTA 12h 40秒 30秒 弱い 良好
1 / 200 EDTA 12h 20秒 20秒 強い 弱い
1 / 200 クエン酸 12h 20秒 20秒 やや強い 良好
1 / 200 EDTA 12h 10秒 20秒 良好 良好
＊良好な結果の2条件を比較し，抗体濃度1 / 200, EDTA buffer, DAB・ヘマトキシリンとも15秒処理の条件を採用
表１２　p53免疫染色の条件検討結果

























p62 LC3A LC3B 8-OHdG γH2AX p53
データ数 71 71 71 71 71 71
平均値 1.39 4.86 8.99 16.9 4.76 1.02
最小値 0 0 0 0 0 0
最大値 11.8 30.08 44.34 69.7 44.3 4.01
標準偏差 1.96 6.43 10.9 17.8 1.68 0.94
標準誤差 0.23 0.76 1.29 2.11 0.95 0.11
第一四分位数 0.28 0.83 0.69 3.71 0.67 0.38
第二四分位数(中央値) 0.75 2.05 5.11 9.91 2.05 0.82
第三四分位数 1.83 6.57 12.55 23.5 4.54 1.19
四分位範囲 1.56 5.74 11.86 319.75 3.87 0.81
最頻値 0 0 0 0 0 0
10%調整平均 1.09 3.94 7.68 15.23 3.29 0.92









タータンパク質である p62,選択的オートファジーに特異的なタンパク質である LC3A およ
び LC3B が発現していた場合，p62 は局所再発と，LC3A と LC3B は局所再発および腫瘍関
連死と関連することを実証した．一方で DNA 損傷マーカーである 8-OHdG および γH2AX






ある．Liu らは口腔がん細胞における p62 および LC3B タンパク質の発現を免疫組織染色
によって評価している．細胞内の標的タンパク質の凝集(dots)をもとに個々の細胞の判定を
行っている点が異なるが，positive (weak) の閾値は陽性細胞率 1％である． (89) LC3 に関
しては，Tang らも口腔がんにおける発現を評価する際，陽性細胞率 1％を閾値としている．
(90) この他，Niklaus らの報告では大腸がんでは p62 の閾値を 3％とする(155) など，部
位によって異なる閾値が設定されている場合が多い．なお遺伝子異常マーカーについても，
口腔がん細胞における検討ではあるが，γH2AX と p53 では 10％を閾値とする報告が存在
する．(121)γH2AX は口腔がんでの報告は少なく，卵巣がんにおいては閾値を 10％とする













p62,LC3A および LC3B の蓄積は，局所再発のリスク検出や，予後に有用なマーカーである














うことは重要である．ただし LC3A と LC3B の発現はスピアマンの順位相関係数：0.4871
と非常に相関が強く，多重共線性の問題から同時に多変量解析のパラメーターに設定する
ことは困難である．(表 14) このため LC3A と LC3B を比較し，より良好な HR である LC3A
値を変数として選択，p62 の発現および臨床的に関連の深い 3 項目を含めた多変量解析を
行い．表 15 に無再発生存期間との比較，表１６に疾患特異的生存率との比較を示す． 
その他，各統計学的モデルの良さを評価する指標に，赤池の情報量規準値 (AIC 値)があ
る．(161)  3 種のオートファジー関連タンパク質の発現と単変量 Cox 比例ハザード分析に
ついて，AIC 値を求めた結果を表 17 に示す．これらの結果からは，単変量解析では LC3A
が最も無再発生存期間および疾患特異的生存期間との関連が深く，また統計モデルとして
適切であり，マーカーとして有用であることが判明した．また多変量解析においても，LC3A



































































































表１４   p62,LC3A,LC3B間のスピアマン順位相関係数
p62 vs LC3A
p62 vs LC3B




































Variable HR 95% CI P -value
LC3A expression Positive vs Negative 7.95 2.18 - 51.34 0.001
*
p62 expression Positive vs Negative 4.57 1.70 - 13.6 0.024
*
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.11 0.39 - 2.98 0.842
Preoperative treatment No vs Yes 2.89 0.95 - 8.54 0.062
Histologic grade G2/G3 vs G1 3.62 1.22 - 12.7 0.020
*
multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic


































Variable HR 95% CI P -value
LC3A expression Positive vs Negative 10.41 2.13 - 187.6 0.001
*
p62 expression Positive vs Negative 2.42 0.97 - 6.57 0.059
T grade ⅢⅣ vs ⅠⅡ 1.16 0.42 - 3.26 0.776
Preoperative treatment No vs Yes 3.30 1.20 - 9.58 0.020
*
Histologic grade G2/G3 vs G1 1.60 0.60 - 4.37 0.344
multivariate Cox proportional hazard analyses of clinicopathorogic




































表１７   Cox比例ハザード分析におけるAIC(赤池情報基準量)値の比較
p62 LC3A LC3B 5項目(多変量) 
局所再発 151.16694 149.15404 150.13518 143.73296











研究室 五所 正彦准教授，オートファジー関連，特に p62 タンパク質発現の解釈に関して
いくつもの重要なポイントをご指摘下さいました筑波大学医学医療系 生命医科学域 蕨 
栄治講師， 在学中，公私ともに様々な相談に乗って下さり，論文の取りまとめに際しても
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頂き，また私が重大なトラブルに直面した際にも多くの対策を提案してくださった豊川市
民病院 歯科口腔外科 長谷川 正午先生，同じ広島大学の出身で，臨床では 1 学年先輩と
して多くの場面でご指導を頂き，大学院では同期として数多くの実験を共同で行い，4 年間
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